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EP 0 618 1 92 A1 

Die Erfindung betrifft homobidentale. trifunktionelle Linker, ihre Herstellung und Verwendung zur 
Herstellung von immunologisch aktiven Substanzen (z. B. Immunogenen, markierten Antikorperkonjugaten) 
und zur Kopplung von innmunologisch aktiven Substanzen aneinander Oder an Tragersubstanzen. wie 
beispielsweise an Proteine oder andere Polymere. 
.5 Die Kopplung von immunologisch aktiven Substanzen an Tragerproteine bzw. an in einem Immunoas- 

say nachweisbare Markierungen. erfolgt mit bifunktionellen Linkern oder, wenn mehr als zwei Molekiile 
verknupft werden sollen oder zur Bindung eines Molekuls zwei Bindungsstellen erforderlich sind, auch mit 
trifunktionellen Linkern. So wird beispielsweise im US-Patent Nr. 5.082,930 ein trifunktioneller Linker 
beschrieben, mit dem Antikorper an radioaktive Metallionen gekoppelt werden konnen. Dabei wird ein 
10 Antikorper kovalent an eine Funktion des Linkers gebunden, wahrend ein radioaktives Metallion Uber die 
beiden anderen Funktionen des Linkers in Form eines Clielatkomplexes gebunden wird. 

Aus der EP-A 0 310 361 sind trifunktionelle Konjugate bekannt, in denen mindestens zwei der 
Linkerfunktionen an kleine Molekule gebunden sind. Lange und chemischer Aufbau der drei Linkerarme 
sind so beschaffen, daB eine immunologische Bindung von melireren Antikorpern an diese kleinen Molekule 
75 sterisch behindert werden. Auf Basis dieser Behinderung kann ein Immunoassay durchgefuhrt v/erden. 

Aus der EP-A 0 446 071 sind ebenfalls trifunktionelle Linker bekannt, deren drei Kopplungsfunktionen 
identisch sind und jeweils die Maleinimidogruppe darstellen. Mit diesen homotrifunktioneilen Linkern konnen 
beispielsweise drei Antikorper oder Antikorperfragmente Oder auch zwei Antikorper miteinander verbunden 
werden. wobei in letzterem Fall einer der Antikorper uber zwei seiner Thiolgruppen an den trifunktionellen 
20 Linker gebunden wird. 

Bei der Umsetzung von Proteinen mit solchen homotrifunktioneilen Linkern erfolgen jedoch uner- 
wunschte, nicht kontrollierbare Vernetzungen, da die Kupplung der einzelnen Reaktionspartner miteinander 
in einem Reaktionsschritt durchgefuhrt werden muB. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, homobidentale, trifunktionelle Linker zur VerfCigung 
25 zu stellen, mit denen reproduzierbar und in hoher Ausbeute thiolgruppenhaltige Verbindungen mit Protei- 
nen. Polymeren und Haptenen gekoppelt werden konnen. Diese Aufgabe wird gelost durch eine Verbindung 
der allgemeinen Formel 



CH-(CONH)-(CH2)-COOR 



45 in der R eine esteraktivierende Gruppe, m und n gleich oder verschieden und 0 - 6, q und s 0 oder 1, p = 
0, wenn s = 0 ist und p = 2 - 4, wenn s = 1 ist, darstellen. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen sind neu. Ihre Herstellung ist nicht durch Analogieverfahren 
durchfuhrbar. 

Es hat sich gezeigt. daR mit derartigen Verbindungen eine stabile Kopplung zwischen Haptenen, 
50 Proteinen und/oder Polymeren, wie beispielsweise Dextranen, ermoglicht wird und die mit den erfindungs- 
gemaBen Verbindungen hergestellten Konjugate in hoher Ausbeute erhaltlich sind. Die Koppiungsausbeute 
kann nach dem Fachmann gelaufigen Methoden (z. B. uber die Bestimmung der Anzahl SH-Gruppen im 
Konjugat nach G.L. Ellman, Arch. Biochem. Biophys. 74 (1958) 443 - 450 oder P.W. Riddles, Anal. 
Biochem. 94 (1979) 75 - 81 bestimmt werden). 
55 Als esteraktivierende Gruppe R werden bevorzugt N-Hydroxyestergruppen (wie z. B. die Hydroxysucci- 

nimidylgruppe), Imidazolide, Pyridazolide. Aminoalkylcarbonsauren oder aktivierte Arylestergruppen (z. B. 
p-Nitrophenylester) verwendet. n, m. p, q und s konnen im Rahmen der Erfindung alle genannten Werte 
annehmen. Es hat sich jedoch gezeigt. da3 zur Kopplung groBer Haptene insbesondere iangkettige Linker 
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geeignet sind. 

Besonders bevorzugt sind Verbindungen, in denen 
a) R: HydroxysuccinimidyL 

n = 5, m=4, p = 2 und q und s = 1 bedeuten und Verbindungen, 
5 b) R: Hydroxysucclnimidyl, 

n und nn = 5. p = 0 und q und s = 0 bedeuten. 

c) R: Hydroxysucclnimidyl 

n und m = 3. p = 0, q und s = 0 

d) R: Hydroxysuccinimidyl 

10 n = 5, m=4, p = 0, q = 1.s = 0 

Bevorzugt werden die erfindungsgemaflen Linker zur Kopplung von immunologisch aktiven Substanzen, wie 

Antikorper und Antikorperfragmente. mit Haptenen, Proteinen und Dextran verwendet. 

Derartige Kopplungsprodukte konnen vorteilliaft als imnnunogene verwendet werden, da dabei die 

Kopplung einer doppelten Anzahl von Haptenen an ein Tragerprotein moglich ist. Besonders gute Immun- 
75 antworten werden namlich eriialten, wenn das verwendete Immunogen hinreichend hoch mit Hapten 

beladen ist. 

Es ist zudem vorteilliaft, wenn das Immunogen einen basischen pl-Wert hat (A. Muckerheide et al., J. 
Immunol. ^38 (1987) 833; R.J. Apple et al, J. Immunol. 140 (1987) 3290; P.L. Domen. J. Immunol. 139 - 
(1987) 3195). Eine Moglichkeit, den isoelektrischen Punkt zu erhohen, ist die Einfuhrung von zusatzlichen 
20 Aminogruppen in Tragerproteine (EP 0 462 669; A. Muckerheide et al., J. Immunol. 138 (1987), 2800; 
Pierce Supercarrier 77150). In einem zweiten Schritt erfolgt dann erst die Aktivierung mit Maleinimid- bzw. 
Mercaptogruppen. 

Mit den erfindungsgemaflen Linkern ist es jedoch moglich. eine hinreichend hohe Immunogenbeladung 
zu erhalten, ohne jedoch alle Aminogruppen des Proteins zu derivatisieren. Uber die bei der Reaktion 

25 verfugbaren Mengen an Protein kann der Einbau an erfindungsgemaBen Linkern gesteuert werden. 

In Immunoassays wird durch den Hapten-Beladungsgrad der Konjugate die Sensitivitat entscheidend 
mitbeeinfluBt, so auch bei der Detektion von hochmolekularen Analyten im CEDIA-PrinzIp (EP-A 0 497 813). 
Die Detektion niedrigkonzentrierter Analyten kann nur mit hochbeladenen Antikorper-ED-Konjugaten (ED = 
Enzymdonor der )8-Galactosidase) erfolgen. Die Beladung ist aber durch die Zahl der zuganglichen €- 

30 Aminogruppen des Antikorpers oder Antikorperfragments beschrankt. Durch die erfindungsgernaBen homo- 
bidentalen. trifunktionellen Linker kann ohne Vernetzung der Antikorper der Einbau verdoppelt und so die 
Sensitivitat gesteigert werden. 

So ist es bevorzugt, zwei ED-Untereinheiten von /8-GaIactosidase oder zwei Haptene uber die beiden 
Maleinimidogruppen der erfindungsgemaSen Linker an einen Antikorper oder ein Antikorperfragment oder 

35 ein Dextran, welcher oder welches uber die aktivierte Gruppe R an den erfindungsgemaflen Linker 
gebunden ist, zu koppeln. In weiteren bevorzugten Konjugaten sind zwei Haptene uber die beiden 
Maleinimidogruppen der erfindungsgemaflen Linker an eine ED-Untereinhelt, die uber die aktivierte Gruppe 
R an den erfindungsgemaflen Linker gebunden ist, gekoppelt. 

Verfahren zur Aktivierung und Kopplung von Haptenen, Proteinen sowie Antikorpern sind dem Fach- 

40 mann gelauflg. Die Herstellung von Maleinimidderivaten und Ihre Kopplung mit SH-Gruppen Ist beispiels- 
weise bei O. Keller, Helvetica Chimica Acta 58 (1975) 531 - 541 beschrieben. Saureamlde konnen 
beispielsweise nach der EP-A 0 029 909 hergestellt werden. Die Aminierung von Proteinen kann beispiels- 
weise nach der EP-A 0 462 669 erfolgen. 

Die Synthese von erfindungsgemaflen Linkern. in denen q = O und s = O sind, kann durchgefuhrt 

45 werden durch zweifache Malonester-Synthese mit N-Phtalimidoalkylhalogeniden (vorzugsweise Bromid) an 
Malondlester (vorzugsweise Malondi-t-butylester). Es wird dabei ein Dialkylmalondiester erhalten. Nach 
Spaltung des Malondiesters in sauren (vorzugsweise mit Trifluoressigsaure) tritt beim Erwarmeh Decarbox- 
ylierung (SSurespaltung) auf. Anschlieflend kSnnen durch Behandlung mit Hydrazin oder durch saure 
Hydrolyse die Aminogruppen freigesetzt werden. Durch Behandlung mit Alkoxycarbonylmaleinimid (bevor- 

50 zugt Methoxy-oder Ethoxycarbonylmaleinimid (O. Keller, loc. cit.)) werden die beiden Maleinimidylreste 
eingefuhrt. Im weiteren wird die Carboxylfunktion nach dem Fachmann bekannten Methoden, beispielsweise 
mit Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI) und N-Hydroxysuccinimid, aktiviert. Durch zusatzliche Umsetzung des 
aktivierten Esters mit cj-AminocarbonsSuren (z. B. jS-Alanin. U-AminocapronsSure) und anschlieflender 
Aktivierung, beispielsweise mit DCCI und N-HydroxysuccinimId, konnen erflndungsgemafle Linker mit q = 

55 O und s = 1 erhalten werden. Es wird dadurch ein erfindungsgemafler Linker erhalten, der zwei 
Maleinimidylreste und eine Hydroxysuccinimidesterfunktion als R enthalt. Andere Reste R konnen einge- 
fuhrt werden. indem die Carboxylfunktion nach dem Fachmann bekannten Methoden derivatisiert wird. 
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Die Synthese von erfindungsgemafien Linkern mit q und s = 1 kann durchgefuhrt werden durch 
Umsetzung einer Diaminosaure. wobei eine der Aminofunktionen durch eine saurelabile Schutzgruppe 
(vorzugsweise t-Butyloxycarbonyl) geschutzt ist, mit Alkoxycarbonylmaleinimiden, bevorzugt mit Metiioxy- 
oder Ethoxycarbonylmaleinimid (O. Keller, loc. sit)). Anschliefiend wird die erhaltene Verbindung an der 
5 freien Carboxyfunktion mit einer Aminosaure umgesetzt. 

Handelt es sich um eine a-Diaminocarbonsaure. wird das Molekul zweckmaSig entweder rhit einer 
Aminocarbonsaure (vorzugsweise )3-Alanin) oder bereits einer entsprechend Amino-derivatisierten zu kop- 
pelnden Verbindung wie einem Hapten (vorzugsweise einem Biotin-Derivat) verknupft. Die Kupplung der 
Aminogruppe an die freie Carboxygruppe erfolgt nach dem Fachmann bekannten Kupplungsmethoden 
10 (bevorzugt mit Carbodiimiden und N-Hydroxysuccinimid). 

Nach Abspaltung der Schutzgruppe unter sauren Bedingungen (z. B, mit Trifluoressigsaure oder 2 N 
Chlorwasserstoff in Dioxan) wird die erhaltene Verbindung mit einer Carboxyaktivierten Maleinimidoalkan- 
saure (vorzugsweise Maleinlmidohexanoxyl-N-hydroxysuccinimid) umgesetzt. Die Aktivierung der freien 
Carbonylfunktion erfolgt nach dem Fachmann bekannten Methoden, beispielsweise mit Morpholinoethyliso- 
75 cyanid und N-Hydroxysuccinimid. 

Die Synthese von erfindungsgemaBen Linkern mit q = 1 und s = 0 kann analog ausgehend von 
Diaminosauren durchgefuhrt werden, wobei im ersten Schritt keine der Aminogruppen durch eine Schutz- 
gruppe geschutzt wird. 

Die Aktivierung von Proteinen mit trifunktionellen Linkern kann durch nucleophile Substitution der N- 

20 Hydroxysuccinimid-Funktion des Linkers durch die c-Amlnogruppe der Lysinseitenketten von Proteinen in 
leicht alkalischem Puffer erfolgen. Hierzu wird ein 1 - Sfacher UberschuS an Linker, bezogen auf die zu 
derivatisierenden Aminogruppen des Proteins, verwendet. Durch Dialyse oder Gelchromatographie wird das 
bei der Reaktion gebildete N-Hydroxysuccinimid und der uberschussige Linker abgetrennt. 

Aminogruppenhaltige Haptene konnen entweder in organischen Medien, wie Dioxan oder DMF unter 

25 Zusatz von Triethylamin oder in Puffergemischen, bevorzugt Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5, mit aquimoiaren 
Mengen erfindungsgemaBem Linker umgesetzt werden. 

Die Bestimmung des Proteingehaits in Losung (zur Ermittlung der Ausbeute der Umsetzung) kann 
beispielsweise mit dem "BCA protein assay test von Pierce Chemicals (Bestell-Nr. 23225) erfolgen. (P.K. 
Smith. Anal. Biochem. 150 (1985) 76 - 85) 

30 Die Bestimmung des Beladungsgrades von Maleinimido funktionalisierten Proteinen erfolgt vorzugswei- 

se mit "Ellmans-Reagenz" (5.5'-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesaure)). Zur Konjugatsynthese werden beispiels- 
weise SH-aktivierte Haptene und Maleinimido-aktivierte Proteine in der Weise umgesetzt, dafl das SH- 
aktivrerte Hapten unter Schutzgasatmosphare (z. B. Argon) In Kaliumphosphatpuffer im leicht Sauren mit 
einem Maleinimido-funktionalisierten Protein zur Reaktion gebracht wird. Das Hapten wird dabei unter 

35 Ausbildung einer Thioetherbindung an das Protein gebunden. Die Menge des einzusetzenden SH-aktiven 
Haptens richtet sich nach der Zahl der Maleinimidogruppen des venA^endeten Konjugats aus Protein und 
Linker. Um vollstandigen Umsatz zu erzielen, hat sich ein Beladungsangebot von 2:1 als Verhaltnis von 
SH:MaIeinimidogruppen bewahrt. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Belspiele naher eriautert: 

40 

Beispiel 1 

1.1 N-g-Boc-g-maleinimido-g-aminohexansaure (a-Boc-c-Mal-Lys) 

45 3.70 g (15 mmol) a-t-Butyioxycarbonyi-Lysin werden in 200 ml ges. Natrium-hydrogen-carbonat-Losung 
aufgenommen, mit 2.54 g (15 mmol) N-Ethoxycarbonyl-maleinimid versetzt und 30 min bei 20 'C geruhrt. 
AnschlieBend wird die Reaktionslosung mit 200 ml Wasser verdunnt, mit 2 N Salzsaure auf pH 1.8 gestellt, 
zweimal mit je 200 ml Essigester extrahiert, Ober Magnesiumsulfat getrocknet und das LOsungsmittel im 
Wasserstrahlvakuum abdestilliert. Das Rohprodukt wird mittels offener Saulenchromatographie (5 x 50 cm) 

50 iiber Kieselgel, Eluent Essigester/Methanol (v/v 4/1 )/1 % Essigsaure, aufgereinigt. Die Fraktionen, die 
Produkt enthalten, werden vereinigt, das Losungsmittel im Wasserstrahlvakuum entfernt und der Ruckstand 
im Hochvakuum uber CaCl2 getrocknet. 
Ausbeute: 3.8 g (11.58 mmol) 78 % d.Th. 

DC: Kieselgel (Merck 60), Essigester/Methanol (v/v 3/2)/1% Essigsaure. Detektion mit Kaliumpermanganat 
55 R| = 0.83 

^H-NMR (Db-DMSO/TMS): 6 = 1.35 (m, 15H, 'Bu u. 3 CH2): 3.35 (m, 2H. CH2-N); 3.66 (m, 1H, CH-N); 6.18 
(d, br, 1H, NH. J =7.2 Hz); 6.98 ppm (s. 2H, CH = ). 
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1.2 N-a-Boc-g-maleinimido-g-aminohexanoyi-ff-alanin (a-Boc-€-Mal-Lys-)3-Ala) 

1.60 g (4.9 mmol) der Verbindung aus Beispiel 1.1 in 200 ml THF werden mit 676 mg (5.92 mmol) N- 
Hydroxysuccinimid und 1.21 g (5.92 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid versetzt und 1 h bei 20 'C geruhrt. 480 

5 mg (5.4 mmol) v9-Alanin werden in 200 ml 0.1 M KPO^ -Puffer pH 8.5 geiost und zum Reaktlonsansatz 
getropft. Nach weiteren 16 h Ruhren bei 20* C wird das organische Losungsmittel im Wasserstrahlvakuum 
abdestillrert, die wassrige Phase mit 100 ml Wasser verdunnt, zweimal mit je 250 ml Essigester extrahiert, 
uber Magnesiumsulfat getrocknet und im Wasserstrahlvakuum eingeengt. Der Ruckstand wird uber eine 
Kieselgelsaule (5 x 30 cm). Eluent Essigester/Methanol (v/v 4/1 )/1 % Essigsaure aufgereinigt ■ 

70 Ausbeute: 1.17 g (2.96 mmol) 61 % d.Th. 

DC: Kieselgel (Merck 60), Essigester/Methanol (v/v 4/1 )/1 % Eisessig, Detektion mit Kaliumpermanganat Rf 
- = 0.7 ^ 

iR-NMR (Ds-DMSO/TMS): 5 = 1.35 (m. 15 H. *Bu u. 3 CH2): 2.32 (t, 2H, CH2CO, J = 6.9 Hz); 3.16-3.41 (m, 
4H, CH-N); 3.88 (m, 1H. CH-N); 6.73 (d. 1H, NH-COO. J =7.7 Hz); 6.98 (s/2H. CH = ); 7.78 ppm (t, 1H, NH- 
75 CO. J =5.4 Hz). 

1.3 e-Maleinimido-a-aminohexanoyl-/3-alanin (e-Mal-Lys-jS-Ala) 

710 mg (1.8 mmol) der Verbindung aus Beispiel 1.2 werden bei 0*C unter Ruhren mit 15 mt 
20 Tritluoressigsaure versetzt, langsam auf 20 'C erwarmt. Nach 30 min wird mit 15 ml Essigester verdunnt, 
weitere 15 min bei 20 'C geruhrt. das Losungsmittel im Wasserstrahlvakuum abdestilliert und der Ruck- 
stand aus DIoxan/Wasser (v/v 1/1) lyophilisiert. 
Ausbeute: 430 mg (1.5 mmol) 81 % d.Th. 

DC: Kieselgel (Merck 60), Essigester/Methanol (v/v 1/4)/1 % Eisessig, Detektion mit Ninhydrin Rf = 0.33 
25 ^H-NMR (D5-DMSO/TMS): 5 = 1.15-1.64 (m. 6H. 3 CH2); 2.41 (t, 2H, CH2-CO, J = 6.6 Hz); 3.37 (m. 4H, 2 
CH2-N); 3.68 (m. 1H. CH-N): 7.00 (S.2H. CH = ): 8.53 ppm (t. 1H. NH-CO. J = 6.0 Hz^ 

1.4 N-a-(6-Maleinimidohexanoyl)-6-maleinimido-cr-aminohexanoyl-j3-alanin (a-MHS-e-Mal-Lys-)8-Ala) 

30 Zu einer Losung aus 400 mg (1.35 mmol) der Verbindung aus Beispiel 1.3 in 10 ml 0.1 M KP04.-Puffer 

pH 7.5 wird unter Ruhren eine Losung aus 462 mg (1.5 mmol) Malelnimidohexansaure-N-hydroxysuccinimi- 
dester (MHS) in 10 ml THF getropft. Der pH-Wert wird bis zur Konstanz mit 1 N Natronlauge auf pH 7.5 
nachgestellt. Nach 16 stundigem ROhren bei 20 'C wird das organische Losungsmittel im Wasserstrahlva- 
kuum abdestilliert, der Ruckstand mit 10 ml Wasser verdunnt und mit 1 N Salzsaure auf pH 3.0 gestellt und 

35 dreimal mit je 30 ml Essigester extrahiert - das Produkt geht in die organische Phase Uber. Diese wird mit 
Magnesiumsulfat getrocknet urid im Wasserstrahlvakuum eingeengt. Der Ruckstand wird mittels offener 
Saulenchromatographie uber Kieselgel. Eluent Essigester/Methanol(v/v 2/1 )/1 % Essigsaure, gereinigt, die 
gepoolten Fraktlonen eingedampft und aus 10 ml Essigester/THF (v/v 1/1) mit Dlisopropylether ausgefallt. 
Der Niederschlag wird abfiltriert und im Hochvakuum uber CaCb getrocknet 

40 Ausbeute: 230 mg (0.47 mmol) 35 % d.Th. 

DC: Kieselgel (Merck 60), Essigester/Methanol (v/v 2/1)/1 % Eisessig, Detektion mit Kaliumpermanganat Rf 
= 0.63 

^H-NMR (De-DMSO/TMS): 5 = 1.14-1.50 (m; 12H, 6 CH2); 2.09 (t. 2H. CH2-CO, J = 6.6 Hz); 2.22 (t, 2H, 
CH2-CO, J =7.5 Hz); 3.37 (m. 6H. CH2-N); 4.07 (m. 1H, CH-N); 7.00 (s. 2H, CH = );.7.85 ppm (m. 2H, NH- 
45 CO). 

1.5 N-a-(6-Maleinimidohexanoyl)-g-maleinimido-a-aminohexanoyl-j8-alanyl-(N-hydroxysuccinimid) (a-MHS-€- 
Mal-Lys-)S-Ala-OSu) 

50 180 mg (0.36 mmol) der Verbindung aus Beispiel 1.4 werden in 10 ml absblutem DMF geiost, mit 49 

mg (0.43 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 60 ii\ (0.43-mmol) Morpholinoethylisocyanid (MEI) versetzt und 
16 h bei 20 'C geruhrt, wobei nach jeweils 8 h noch zweimal 49 mg (0.43 mmol) N-Hydroxysucclnlmid und 
60 ul (0.43 mmol) MEI nachdosiert werden. Zur vollstSndigen Umsetzung wird noch weitere 6 h geruhrt. 
AnschlieBend wird das Losungsmittel im Hochvakuum entfernt, der Ruckstand mit 25 ml Essigester 

55 digeriert. Unlosliches abfiltriert und das Filtrat auf ca. 10 ml eingeengt. Das In wenig Essigester geloste 
Produkt wird zu 200 ml Diisopropylether getropft, der Niederschlag abgetrennt, mit Dlisopropylether 
gewaschen und im Trockenschrank mit CaCl getrocknet. 
Ausbeute: 115 mg (0.20 mmol) 56 % d.Th. 
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DC: Kieselgel (Merck 60). Essigester/Methanol (v/v 2/1 )/1 % Eisessig, Detektion mit Kaliumpermanganat Rf 
= 0.83 

iH-NMR (Ds-DMSOyTMS): 5 = 1.06-1.50 (m, 12 H, 6 CH2); 2.08 (t. 2H. CH2CO, J=6.7 Hz); 2.50 (t, 2H. 
CH2COOSU); 2.81 (s. 4H. 2 CH2COO); 3.31 (m, 6H. 3 CH2N): 4.12 (m, 1H. CH-NH); 6.98 (s. 4H, CH = ): 7.81 
5 (d. 1 H. NHCH. J = 7.0 Hz): 8.03 ppm (t, br. 1 H. NHCH2). 

Beispiel 2 

2.1 N-g-Boc-c-Maleinimido-g-aminohexanoyl-DADOO-Biotin (a-Boc-c-Mal-Lys-DADOO-Biotin) 

70 

Zu einer Losung aus 1.00 g (3.06 mmol) Verbindung aus Beispiel 1.1 in 50 ml THF werden unter 
Ruhren 422 mg (3.67 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 757 mg (3.67 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid 
zugegeben. Nach 1 stundigem Ruhren bei 20 "C tropft man eine Losung aus 1.37 g (3,67 mmol) Biotin- 
DADOO in 50 ml 0.1 M KP04-Puffer pH 8.5 zu. Der Ansatz wird nach weitere 2 h bei 20*C gerOhrt, 
75 anschlieSend das organische Losungsmitte! im Wasserstrahlvakuum entfernt und die wassrige Phase 
lyophilisiert. Das Rohprodukt wird durch Kieselgelchromatographie. Eluent Essigester/Methanol (v/v 2/1 )/1 % 
Essigsaure. aufgereinlgt. 
Ausbeute: 930 mg (1.36 mmol) 44 % d.Th. 

DC: Kieselgel (Merck 60), Essigester/Methanol (v/v 2/1 )/1 % Eisessig, Detektion mit Biotinspray und 
20 Kaliumpermanganat Ri = 0.44 

iR-NMR (Ds-DMSOATMS): 5 = 1,10-1.90 (m, 15H, *Bu u. 6 CH2); 2.06 (t, 2H. CH2CO. J = 6.7 Hz); 2.60-2.90 
(m, 3H. CHS u. CH2S); 3.00-3.60 (m, 14H, 3 CH2N u. 4 CH2O); 3.77 (m, 1H, CHNH-Lys); 4.14 (dd, 1H. CH- 
NH-Biotin); 4.30 (dd. 1H. CHNH-BiotIn); 6.39 (m. 2H. NH-Biotin); 6.76 (d. 1H. NHCOO, J =7.1); 6.99 (s, 2H, 
CH = ): 7.84 ppm (t, bn 2H, 2 NHCO). 

25 

2.2 6-Maleinimido-a-aminohexanoyl-DADOO-B(otin (g-Mal-Lys-DADOO-Biotin) 9 

500 mg (0.7 mmol) Verbindung aus Beispiel 2.1 werden bei O'C mit 10 ml Trifluoressigsaure versetzt 
und langsam auf 20 "C erwarmt. Nach 30 min wird mit 10 ml Essigester verdunnt und weitere 15 min 
30 geruhrt. Das Ldsungsmittel wird im Wasserstrahlvakuum entfernt und der Ruckstand aus Dioxan/Wasser 
(v/v 1/1) lyophilisiert. 
Ausbeute: ca. 0.7 mmol 

DC: Kieselgel (Merck 60) Essigester/Methanol (v/v 1/1 )/1 % Eisessig, Detektion mit Biotinspray, Kaliumper- 
manganat und Ninhydrin Rf = 0.08 

35 

2.3 N-a-Maleinimidohexanoyl-6-Maleinimido-a-aminohexanoyl-DADOO-Biotin (a-MHS-£-Mal-Lys-DADOO-Bio- 
tin, MALOS-Biotin) 

0.7 mmol Verbindung aus Beispiel 2.2 werden in 10 ml 0.1 M KPO4 -Puffer pH 7.5 gelost und mit 260 
40 mg (0.84 mmol) Maleinimidohexansaure-N-hydroxysuccinimid (MHS) in 10 ml THF versetzt. Der pH-Wert 
wird mit 1 N Natronlauge solange auf pH 7.5 nachgestellt bis keine pH-Wert Anderung mehr zu beobachten 
1st. Nach 16 h Ruhren bei 20 "0 wird das organische Losungsmittel im Wasserstrahlvakuum entfernt und 
der Ruckstand lyophilisiert. Die Aufreinigung des Rohprodukts erfolgt durch offene Saulenchromatographie 
an Kieselgel. Eluent Essigester/Methanol (v/v 1/1 )/1 % Essigsaure. Die gepoolten Fraktionen werden im 
45 Wasserstrahlvakuum eingeengt, der Ruckstand in Dioxan aufgenommen, Ungelostes abfiltriert und lyophili- 
siert. 

Ausbeute: 500 mg (enthalt noch Dioxan und Essigsaure) 

DC: Kieselgel (Merck 60). Essigester/Methanol (v/v 1/1 )/1 % Eisessig. Detektion mit Biotinspray und 
Kaliumpermanganat Rf = 0.55 
50 ^H-NMR (D2 0/TMS-Na-Sal2): 6 = 1.20-1.80 (m, 18 H, 9 CH2); 2.22 (m. 4H. 2 CH2CO); 2.71-2.90 (m, 3H, 
CHS u. CH2S): 3.38-3.75 (m. 16 H, 4 CH2N u. 4 CH2O); 4.20 (m, 1H. CHNH-Lys); 4.44 (dd. 1H, CHNH- 
Biotin); 4.60 (dd, IN. CHNH-Biotin); 6.88 ppm (s. 4H, CH = ). 
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Beispiel 3 

Aktivienjng von Proteinen mit erfindungsgemaBen Linkern 

5 3.1 Aktivierung von KLH 

150 mg ( 5 x 10"^ mmoi/l) Keyhole Linnpet Hemocyanin (KLH) werden in 5 ml 0.1 mol/l Kaliumphos- 
phat/0.05 mol/l Natriumchloridpuffer, pH 8,5 gelost und mit 5 x 10"^ mmot/l erfindungsgemaSem Linker 
(Beispiel 1.5) in 2,5 ml Droxan versetzt. Nach 60 Minuten Ruhren bei 20 'C wird der pH-Wert mit 0,1 mol/l 
10 Natronlauge, pH 8,5 eingestellt und weitere drei Stunden bei 20 gerUhrt. Die Aufreinigung erfolgt durch 
Gelchromatographle an einer ACA 202-Saule 40 x 3 cm. Eluent: 0,1 mol/l Kaliumphosphat/0,05 mol/l 
Natriumchloridpuffer, pH 7,0). 

3.2 Aktivierung von POD mit erfindungsgemal3en Linkern 

75 

Die Aktivierung erfolgt in einem molaren UberschuS des Linkers (Beispiel 1.5) zu POD von 25 : 1. POD 
wird mit einer Konzentration von 25 mg/ml in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7.5 150 mM NaCI gelost. 
Die entsprechende Menge Linker wird in DMSO vorgelost mit 100 mg/ml. Von dieser Losuhg werden 92 
ul/ml POD zur POD-Losung gegeben. Der pH des Ansatzes wird nachkontrolliert und auf 7.0 gestellt. 
20 AnschlieBend wird der Ansatz unter Ruhren 1 h/25*C inkubiert. Beendigung der Reaktion erfolgt durch pH- 
Anderung auf 6.1 und Abkuhlung des Ansatzes im Eisbad. AnschlieBend wird der nicht gekoppelte Linker 
durch flieBende Dialyse gegen 10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6.1, 50 mM NaCI, 1 mM EDTA abgetrennt. 
Der Einbau der MH-Gruppen wird bestimmt durch Reaktion mit einer definierten Menge an Cystein und 
Titriation der Restmenge an Cystein mit Dithiodipyridin. 

25- 

Beispiel 4 

4.1 Bis(3-phthalimidopropyl)malonsauredimethylester 

30 1.14 ml (10 mmol) Malonsauredimethylester und 8.04 g (30 mmol) n-(3-Brompropyl)phtalimid werden 

unter Stickstoffatmosphare in 50 ml absolutem Tetrahydrofuran gelost. Bei 25 werden 0,24 g (10 mmol) 
Natriumhydrid zugegeben. Die Mischung wird 8 - 10 h unter RCickfluS erhitzt. Nach dem AbkUhlen werden 
weitere 0.24 g (10 mmol) Natriumhydrid zugegeben und nochmals 20 - 72 h unter RUckfluB erhitzt. 
AnschlieBend wird das Losungsmittel im Wasserstrahlvakuum abdestilliert, Der Ruckstand wird in 200 ml 
35 Essigester aufgeschlammt und die Zweiphasensuspension mit 50 ml Wasser gewaschen. Die Wasserphase 
wird abgetrennt und die verbleibende Suspension filtriert. Der Hauptteil des Produkts wird aus dem 
Filterkinchen durch Umkristallisieren aus Aceton gewonnen. Das Filtrat wird im Wasserstrahlvakuum zur 
Trockne eingedampft. Durch Umkristallisieren aus Aceton wird weiteres Produkt gewonnen. 
Ausbeute: 2.78 mg (5.5 mmol) 55 % d.Th. 
40 DC: Kieselgel (Merck 60). Essigester/Hexan (v/v 1/2), Detektion uber UV-Absorption 
Ht = 0.55 N-(3-Brompropyl)phthalimid 
R, = 0.44 (3-Phthalimidopropyl)maIonsauredimethy!ester 
Rf = 0.32 Bis-(3-phthalimidopropyl)malonsauredimethylester 

45 4.2 5-Amino-2-(3-aminopropyl)pentansaure 

1.0 g (2 mmol) Bis-(3-phtalimidopropyl)malonsauredimethylester aus 4.1 werden in 40 ml Methanol 
gelSst und mit 10 ml 20 %iger methanolischer KOH (w/v) 15 h bei Raumtemperatur gerOhrt, Danach wird 
mit 6 N Salzsaure angesauert. ausgefallenes Kaliumchlorid wird abgetrennt und das Losungsmittel im 

50 Wasserstrahlvakuum abdestilliert. Der Ruckstand wird in 20 ml Mesitylen und 5 ml Eisessig suspendiert 
und 12 h unter RuckfluS erhitzt. Das Losungsmittel wird im Hochvakuum abdestilliert, der Ruckstand wird 
16 h im Exsiccator uber Kaliumhydroxid getrocknet. Das Rohprodukt wird in 10 ml Methanol gelost und mit 
5 ml Hydrazinhydrat mehrere Tage unter RQckfluB erhitzt. Das LSsungsmittel und QberschUssiges Hydra- 
zinhydrat werden im Hochvakuum abdestilliert, der Ruckstand wird mehrmals in Methanol gelost und 

55 wieder im Hochvakuum eingeengt. Danach wird in 1 N Salzsaure dispergiert und vom Ungelosten abfiltriert. 
Aus der Mutterlauge wird das Produkt durch Kationenaustauschchromatographie (Dowex 50 x 2 - 200) 
gewonnen (Salzelution mit Wasser. Produktelution mit 1 N - 5 N Ammoniak). 
Ausbeute: 191 mg (1.1 mol) 55 % d.Th. 
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DC: Kieselgel 60, Wasser/s-ButanoI/Eisessig/Essigester (v/v/v/v 1/1/1/1) 

Rf = 0.14 5 Amino-2-{3-aminopropyI)pentansaure 
^H-NMR (De-DMSOATMS): 5 = 1.37 (m. 8H, 4CH2); 2.22 (m, 1H. CH-COO); 2.72 (m. 4H. 2CH2-N); 8.07 ppm 
(m, 6H, 2 N+H3). 

5 

4.3 5-N-Maleinimido-2-(3-N-maleinimidopropyl)pentansaure 

420 mg (2 mmol) 5-Amino-2-(3-aminopropyl)pentansaure-HydrochIorid aus 4.2 
in 15 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung werden mit 620 mg (4 mmol) Methoxycarbonylmalein- 
70 imid versetzt und unter EiskOhlung gerUhrt. Nach 3 h werden weitere 350 mg (2.25 mmol) Methoxycarbo- 
nylmaleinimid zugegeben und 2 h unter Eiskuhlung geruhrt. AnschlieBend stellt man mit 2 M Salzsaure auf 
pH 4 - 5 und lyophilisiert. Das Lyophillsat wird uber praparative HPLC {Saule: Waters Delta-PAK^" . CI 8, 50 
X 300 mm. 300 A, 15 u. Eluent A: 0.01 % TFA, Eluent B: Acetonltrll mit 0.01 TFA, Gradient: 0 % B nach 
100 % B, Detektion bei 226 nm) gereinlgt. 
75 Ausbeute: 216 mg (0.65 mmol) 33 % d.Th. 

DC: Kieselgel (Merck 60), n-Butanol/EisessigA/Vasser (v/v/v 3/1/1), 

Detektion mit Kaliumpermanganat-Spray 

Rf = 0,16 5-Amino-2-(3-aminopropyl)pentansaure 

Rf = 0.71 5-N-MaIelnimldo-2-(3-N-maleinlmidopropyl) pentansaure 
20 Analytische HPLC: Saule: Vydac CIS, 4.6 x 250 mm, 5 u, 300 A 

Eluent: A: Millipore-Wasser. 0,01 % TFA 

B: Actonitril, 0.01 % TFA 

FluB: 1 ml/min 

Gradient: 0 — 50 % B in 45 min 
25 Detektion: 226 nm 

Retentionszeiten: t = 33.3 min 5-N-MaIeinimido-2-(3-N-maleinimidopropyl)-pentansaure 

iH-NMR(CD3 0D/TMS): 8 = 1.51 (m, 8H. 4CH2); 2.27 (m, 1H. CH-COO); 3.48 (t, J = 6.7 Hz. 4H. 2 CH2-N): 
6.91 ppm (s, 4H, 2 CH = CH). 

30 4.4 5-N-Maleinimido-2-(3-N-maleinimidopropyl)-pentansaure-N-hydroxysuccinimid 

200 mg (0.65 mmol) 5-N-Maleinimido-2-(3-N-maleinimidopropyl)-pentansaure werden in 5 ml Tetrah- 
ydrofuran gelost. mit 88.6 mg (0.77 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 159 mg (0.77 mmol) Dicyclohexylca- 
bodilmid versetzt und 10 h bei 25 * C geruhrt. Dann wird die Suspension mit 50 ul Essigsaure versetzt und 
35 nach 1 h Ruhren uber eine Nutsche filtriert. Der abgetrennte Harnstoff wird kurz mit 1 ml Essigester 
nachgespult, das Filtrat eingeengt. Ober prap. HPLC (Bedlngungen siehe unter 4.3) aufgereinigt und sofort 
lyophilisiert. 

Ausbeute: 150 mg (0.35 mmol) 54 % d.Th. 

/Vnalytische HPLC: Saule: Vydac CI 8, 4.6 x 250 mm, 5 tt, 300 A 
40 Eluent: A: Millipore-Wasser, 0.01 % TFA 

B: Acetonitril, 0.01 % TFA 
Flufi: 1 ml/min 

Gradient: 0 -* 50 % B in 45 min 
Detektion: 226 nm 

45 Retentionszeiten: t = 33.3 min 5-N-Maleinamido-2-(3-N-maleinimidoropyl)-pentansaure 

t = 39.0 Min 5-N-Maleinimido-2-(3-N-maleinimidopropyl)-pentansaure-N-hydroxysuccinimid 

Patentanspruche 

50 1. Verbindung der allgemelnen Formel 
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o 



o 
o 



(CH,) (CONH)- 

n ^ 



-(CH2) 



m 



:CH - (CONH)g- (CH2)p COOR 



75 



20 



25 



in der R eine esteraktivierende Gruppe, m und n gleich oder verschieden und 0 - 6. q und s 0 oder 1, p 
= 0, wenn s = 0 ist und p = 2 - 4 wenn s = 1 ist, darstellen. 

Verbindung nach Anspruch 1 , in der 
R: Hydroxysuccinimidyl, 

n = 5, m = 4, p = 2 und q und s = 1 darstelten. 

Verbindung nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, da3 R: Hydroxysuccininnidyl, n und m = 4. p 
und q und s = 0 darstellen. 

Korijugat aus Haptenen und einem Protein, gekoppelt uber eine Verbindung gem. Anspruch 1, wobei 
die Haptene uber die Maleinimidofunktionen dieser Verbindung und der Antikorper Cibier Hydroxysucci- 
nimidfunktion des Linkers gebunden sind. 

5. Konjugat aus zwei ED-Untereinheiten von ^-Galactosidase und einem Antikorper. bei dem die ED- 
Untereinheiten uber zwei Maleinimidofunktionen der Verbindung nach Anspruch 1 und der Antikorper 
Oder das Hapten uber die Hydroxysuccinimidfunktion gebunden sind. 

35 6. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel. 



30 



45 



o 

M 

O 

o 

6 



-(CHz)^ (CONH)- 



■(CH2) 



m 



:CH - (CONH)^- (CH2)p COOR 



50 



O 



in der R eine esteraktivierende Gruppe, 

m und n gleich oder verschieden und 0-6p = 0, q = 0 oder 1 und s = 0 darstellen durch 
65 a) zweifache Malonestersynthese mit N-Phtalimldoalkylhalogenid an Malonsaurediester zu einem 

Dialkylmalonsaurediester 

b) Esterspaltung unter sauren Bedingungen und Descarboxylierung 

c) Saure Hydrolyse zur Freisetzung der Aminogruppen aus den N-Phtalimidoalkylgruppen 
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d) Einfuhrung von zwei Maleinimidylresten durch Behandlung mit Alkyloxycarbonylmaleinimid 

e) Aktivierung der Carboxyfunktion zu einem aktivierten Ester. 

Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel. 



o 

M 

Qn 

II 

o 
o 

M 

I N (CH2) 

tf 

o 



(CH2) (CONH)- 

n q 



m 



:CH - (CONH)^- (CH2)p COOR 



in der R eine esteraktivierende Gruppe 

nn und n gleich Oder verschieden und 0-6p = 0, q = 0 und s = 0 darstellen, durch 

a) zweifache Malonestersynthese mit N-Phtalimidoalkylhalogenid an Malonsaurediester zu einem 
Dialkylmalonsaurediester 

b) Esterspaltung unter sauren Bedingungen und Descarboxylierung 

c) Saure Hydrolyse zur Freisetzung der Anninogruppen aus den N-Phtalimidoalkylgruppen 

d) Einfuhrung von zwei Maleinimidylresten durchi Behandlung mit Alkyloxycarbonylmaleinimid 

e) Aktivierung der Carboxyfunktion zu einem aktivierten Ester. 

f) Umsetzung des aktivierten Esters mit einer cj-Aminocarbon saure und 

g) Aktivierung der Carboxyfunktion zu einem aktivierten Ester. 

Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel 



o 

M 




II 

o 



, in der R eine esteraktivierende Gruppe, 

m und n gleich oder verschieden und 0-6p = 0, q = 1 und s = 1 darstellen durch 

a) Umsetzung einer DIaminosaure. in der eine der Aminofunktionen durch eine saurelabile Schutz- 
gruppe geschutzt ist. mit Alkoxycarbonylmateinimid 

b) Umsetzung der freien Carboxygruppe mit einer Aminocarbonsaure 

c) Abspaltung der Schutzgruppe unter sauren Bedingungen 

d) Umsetzung der erhaltenen Verbindung mit einer carboxyaktivierten Maleinamidoalkansaure 

e) und Aktivierung der freien Carboxyfunktion zu einem aktivierten Ester. 
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